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摘要 : 牛皮 肤 成 纤维 细胞 经 血清 饥饿 或 预 激 活 处 理 后 获得 核 胞 体 ， 并 注入 去 核 卵 母 细胞 内 构建 重组 胚 。 检 
查 重组 且 24 h 和 36 h 卵 裂 率 以 及 8 d 赛 胚 率 ， 以 评估 供 体 细胞 及 其 处 理 方 法 对 体 细胞 核 移植 效果 的 影响 。 实 验 
结果 表明 : 来 自 3 个 年 龄 (6、18 和 36 月 龄 ) 、2 个 品系 〈 红 安 格 斯 肉牛 和 和 荷 斯 坦 奶 牛 ) 的 4 头 供 体 牛 皮肤 细胞 
重组 胚 的 卵 裂 率 和 赛 胚 率 均 无 差异 。 生 长 到 完全 汇合 的 36 月 龄 荷 斯 坦 牛 供 体 细胞 血清 饥 饭 10 ~ 13 d 组 重组 胚 
的 36 h 卵 裂 率 显著 低 于 0d (对 照 )、3~5d 和 6~9d 组 ， 训 是 率 显著 低 于 3~54d 组 ; 经 5 ymol/L 离子 霉 素 或 
7% 乙 醇 预 激活 5 min 重组 胚 的 卵 裂 率 和 砷 胚 率 均 与 对 照 组 无 差异 。 
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Abstract: This study was designed to assess the effects of the sources of the donor cells and the treatments to the 
cells on the development of nuclear-transferred embryos in vitro . Fibroblast cells of bovines were or not treated with serum 
starvation or preactivation ，and then nuclei were gained. Reconstrmcted embryos (RE) were produced by microinjecting 
the nuclei into the cytoplasm of enucleated oocytes ，of which the cleavage rate (CR) was checked at 24 and 36 h, and 
the blastocyst rate (BR) on D8. The experiment resulted in : DThere was no difference in CR and BR of RE among three 
aged (6，18 and 36 months) animals and two breeds (Angus and Holstein) for four individuals in total. @OCR of RE at 
36 h，which produced with full-confluent fibroblast cells of 36-month Holstein experienced for 10 - 13 d serum-starvation 
duration ， was lower than those for 0 d (controll)，3-Sdand6-9di BR of RE was only lower than that for3- 5 d. 外 
CR and BR of RE, which produced from cells of 36-month Holstein, had no difference between the control and the preac- 
tivation by 5 pmol/L ionomycin or 7% ethanol. 
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不 同类 型 的 供 体 细胞 和 供 体 细胞 所 处 的 不 同 细 ”于 供 体 细胞 来 源 于 染色 体 端 粒 已 经 变 短 的 体 细胞 ， 
胞 周期 对 核 移植 的 结果 有 较 大 的 影响 (Wilmut et ”在 克隆 动物 的 同时 也 克隆 了 动物 的 年 龄 ， 导 致 克隆 
al，1997)。 在 成 年 动物 体 细 胞 核 移 植 研 究 中 ,由 ”动物 出 现 早衰 (Shiels et al，1999); 但 后 来 的 研究 
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表明 染色 体 端 粒 的 长 度 在 核 移植 胚胎 的 发 育 过 程 中 
可 恢复 到 正常 水 平 (Betts et al，2001)。 另 外 ， 供 
体 动物 的 品种 可 能 是 影响 核 移 植 结果 的 原因 之 一 ， 
道 赛 特 绵羊 (Poll Dorset) 的 皮肤 成 纤维 细胞 构建 
的 重组 胚 的 发 育 能 力 明 显 高 于 苏格兰 黑 面 羊 (Scot- 
tlish Blackface) (Dinnyés et al，2000)。 在 体 细 胞 核 
移植 研究 中 ， 供 体 细胞 DNA 合成 与 细胞 分 裂 间 的 
协调 性 是 影响 核 移植 胚胎 发 育 的 重要 因素 。 因 此 ， 
多 用 血清 饥饿 法 使 细胞 同步 于 细胞 周期 的 Go/G1 
期 ， 以 提高 核 移植 的 效率 。 但 不 同 的 研究 者 采用 不 
同 的 血清 饥 猴 时 间 ， 对 生长 期 的 细胞 一 般 血 清 饥 钱 
时 间 在 7 d 左右 (Zakhartchenko et al，1999; 
Dinnyés et al，2000); 也 有 人 用 长 达 26 d 的 供 体 细 
胞 进行 核 移植 ;但 研究 发 现 ， 血 清 包 饿 11 d 以 上 将 
显著 降低 重组 胚 的 赛 胚 发 育 率 (Beyhan et al， 
2002)。 由 于 处 于 Go/G1 期 的 细胞 代谢 活动 减弱 ， 
为 了 提高 供 体 细 胞 与 受 体 胞 质 的 协调 性 ，Lacham- 
Kaplan et al (1999) 曾 用 离子 载体 激活 供 体 细胞 ， 
发 现 经 激活 处 理 后 构建 的 重组 胚 的 卵 裂 率 和 赛 胚 发 
育 率 都 显著 高 于 未 处 理 组 。 离 子 霉 素 (ionomycin) 
和 乙醇 与 离子 载体 一 样 ， 常 用 于 卵 母 细 胞 与 核 移植 
胚胎 的 激活 (Li et aa，2002; Zakhartchenko et al， 
1999)。 

为 探索 供 体 牛 年 龄 、 品 系 ， 生 长 到 完全 汇合 的 
供 体 细胞 血清 饥饿 时 间 ， 以 及 离子 霉 素 和 乙醇 预 激 
活 等 对 核 移植 胚胎 的 卵 裂 和 发 育 的 影响 ， 我 们 用 3 
个 年 龄 、2 个 品系 的 4 头 牛 的 皮肤 成 纤维 细胞 ， 以 
及 1 头 牛 的 经 血清 饥饿 或 预 激活 处 理 的 皮肤 成 纤维 
细胞 作为 供 体 ， 做 了 相关 的 核 移 植 实验 ， 以 评估 在 
体 细胞 核 移 植 过 程 中 供 体 细 胞 及 其 处 理 方法 的 优 
劣 ， 为 我 国 牛 体 细胞 核 移植 研究 提供 一 些 借鉴 。 


1 材料 和 方法 


1.1 受 体 卵 母 细胞 的 体外 成 熟 培 养 与 去 核 

牛 卵 母 细胞 体外 成 熟 方 法 同 Li et al (1996) 报 
道 的 方法 。 成 熟 培 养 22 ~ 23 h 后 ， 去 除 孵 丘 细胞 ， 
挑选 明显 具有 第 一 极 体 的 成 熟 卵 母 细胞 ， 在 含 5 
xg/mL 细胞 松弛 素 B (CCB) 的 PBS 内 平衡 10 min， 
在 Nikon 倒置 显微镜 下 用 去 核 管 吸出 极 体 及 附近 部 
分 细胞 质 连 同 中 期 [染色体 进 行 去 核 ; 然后 在 含 5 
Lg/mL Hoechst 33342 的 培养 液 中 培养 15 min， 用 
PBS 洗 2 次 ， 荧 光 显 微 镜 下 检查 去 核 情况 。 挑 选 完 
全 去 核 的 卵 母 细胞 ， 在 成 熟 培养 液 内 继续 培养 2 h 
































后 用 作 体 细胞 核 移植 的 受 体 胞 质 。 
1.2 供 体 细胞 的 来 源 和 处 理 

实验 用 皮肤 成 纤维 细胞 来 自 4 头 牛 (A03 为 6 
月 龄 红 安 格 斯 肉牛 ， 来 自 西北 农林 科技 大 学 科 元 生 
物 工程 有 限 公 司 牛 场 ; A35 为 18 月 龄 红 安 格 斯 肉 
后, 来 自如 拿 大 国际 新 技术 发 展 公 司 育 生 生 场 ; 
B144 和 B192 均 为 36 月 龄 荷 斯 坦 奶牛 ， 来 自 西北 
农林 科技 大 学 奶牛 场 )， 经 传代 培养 2 ~ 10 代 ， 并 
在 上 一 代 经 染色 体 核 型 分 析 为 正常 二 倍 体 核 型 ， 经 
下 述 处 理 后 用 作 体 细胞 核 移植 的 供 体 细胞 。 
1.2.1 不 同 供 体 取 A03、A35、B144 和 B192 的 
皮肤 成 纤维 细胞 ， 在 含 0.5% FBS 的 DMEM 液 内 血 
清 饥饿 培养 约 5 d。 
1.2.2 不 同 血清 饥饿 时 间 ”B144 皮肤 成 纤维 细胞 
生长 到 完全 汇合 后 ， 在 含 0.5% FBS 的 DMEM 液 内 
分 别 血清 饥饿 培养 3~5d、6~9d 和 10~13d; 对 
照 组 血清 饥饿 0 d。 
1.2.3 离子 霉 素 和 乙醇 预 激活 ”8B144 皮肤 成 纤维 
细胞 血清 饥饿 约 S da， 分 别 用 5 pmolXL 离子 霉 素 和 
7% 乙 醇 激活 5 min; 对 照 组 不 做 预 激活 处 理 。 
1.3 重组 胚 构建 

采用 山羊 体 细胞 核 移 植 方法 (Guo et al， 
2002) ， 用 0.25% 胰 和 蛋白酶 消化 经 过 处 理 的 供 体 细 
胞 ， 然 后 在 含 0.5% FBS 的 DMEM 液 内 培养 1h 以 
上 ,离心 并 用 含 10% PVP (MW 360 kDa，Sigma) 
的 PBS 重 悬 细胞 ; 在 倒置 显微镜 下 用 直径 略 小 于 供 
体 细胞 直径 的 注射 针 ( 约 12 wm) 反复 抽 吸 殿 体 细 
胞 ， 使 细胞 膜 破 型 成 为 核 胞 体 ， 通 过 显 微 操作 将 核 
胞 体 直接 注射 到 受 体 的 细胞 质 内 构建 重组 胚 。 
1.4 重组 胚 的 激活 与 体外 培养 

重组 胚 在 培养 液 中 培养 3.5 ~4h， 用 5 pmolL 
离子 霍 素 激活 5 min， 移 人 含 2 mmol/L 6-DMAP +5 
Lg/mL CCB 的 培养 液 内 再 激活 4 h。 激 活 的 重组 胚 
用 培养 液 洗 3 次 ， 放 人 含 0.5 mL CR1aa 培养 液 的 
四 孔 培 养 板 (Nunc〉 内 培养 ，48 h 后 加 入 5% 发情 
第 7 天 的 牛 血清 。 培 养 24 h 和 36 h 时 统计 卵 裂 数 ， 
培养 7 ~ 8 d 统计 发 育 的 赛 胚 数 。 
1.5 实验 结果 统计 

所 有 实验 均 重 复 6 次 以 上 ， 实 验 结果 用 x? 进 
行 统计 分 析 。 


2 结 果 
2.1 核 供 体 动物 对 重组 胚 发 育 的 影响 
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1 期 


来 自 同 一 品种 不 同年 龄 个 体 、 同 品种 同年 龄 和 
不 同 品 种 不 同年 龄 的 皮肤 成 纤维 细胞 所 产生 的 重组 
胚 ，24h 和 36h 的 卵 裂 率 以 及 训 胚 率 均 无 显著 差异 
( 表 1)。 
2.2 血清 饥 俄 时 间 对 重组 胚 发 育 的 影响 

3~5d 血清 饥饿 组 重组 胚 的 24 h 和 36 上 的 卵 
裂 率 及 训 胚 率 都 显著 高 于 10~ 13d 组, 3~5d、6 
~9d 组 与 对 照 组 无 显著 差异 ; 10 ~ 13 d 组 的 重组 
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胚 在 体外 培养 36h 的 卵 裂 率 显 著 低 于 其 他 各 组 ， 但 
于 胚 率 仅 显 著 低 于 3~54d 组 ， 与 其 他 组 无 显著 差异 
( 表 2)。 
2.3 ” 预 激 活 对 重组 胚 发 育 的 影响 

经 5 nmolL 离子 霉 素 或 7% 乙 醇 预 激活 处 理 得 
到 的 重组 胚 ，24h 和 36h 的 卵 裂 率 及 训 胚 率 均 与 对 
照 组 无 差异 ( 表 3)。 


表 1 核 供 体 动 物品 种 和 年 龄 对 重组 证 发 育 的 影响 
Table 1 Effects of the breed and age of donor animals on the development of reconstructed embryos 


供 体 动 物 24 h 卵 裂 数 36h 卵 裂 数 圳 用 数 
A 月 龄 本 二 Cleavaged at 24h Cleavaged at 36h Blastocysts 
Animal’s month age [nr (9%)] [rn (9%)] [rn (%)] 

A03 6 478 235 (49.2) 350 (73.2) 56 (11.7) 
A35 18 289 139 (48.1) 209 (72.3) 30 (10.4) 
B144 36 374 186 (49.7) 277 (74.1) 45 (12.0) 
B192 36 320 145 (45.3) 217 (67.8) 31 (9.7) 


“A: 红 安 格 斯 肉牛 (Angus); B: 荷 斯 坦 奶 牛 《Holstein)。 


表 2 ， 供 体 细胞 的 血清 饥饿 时 间 对 重组 厦 发 育 的 影响 ” 


Table 2 


Effects of the serum-starvation durations of donor cells on the development of reconstructed embryos ” 


血清 饥 俄 时 间 重组 胚 数 2 h 卵 裂 数 36h 卵 裂 数 赛 胚 数 
Duration of semum starvation (d) Reconstructed embryos caveged at 24h eveged a Joh Blaniocyats 
[na (%)] [rn (%)] [n (%)] 
0 320 145 (45.3)P-° 217 (67.8)! 36 (11.3)s 
3~5 355 195 (54.9)" 249 (70.1)! 45 (12.7) 
6~9 598 307 (S51.3)" 425 (71.1)! 64 (10.7)e 
10~13 496 202 (40.7)° 272 (54.8)° 42 ( 8.5)s 


"ue: P<0.01;t 和 ft: P <0.05。 


表 3 供 体 细胞 的 预 激活 对 午 组 胚 发 育 的 影响 
Table 3 Effects of preactivation of donor cells on the development of reconstructed embryos 


24 bk 卵 裂 数 36h 卵 裂 数 讲 胚 数 
预 激活 方法 重组 豚 数 

i Cleavaged at 24 h Cleavaged at 36h 了 Blastocysts 

Preactivation method Reconstructed embryos [rn (9%)] [rn (9%)] [n (%)] 

对 照 组 Control 320 145 (45.3) 217 (67.8) 36 (11.3) 

离子 需 素 Ionomycin 245 130 (53.1) 180 (73.5) 32 (13.1) 

乙醇 Ethanol 178 87 (48.9) 117 (65.7) 19 (10.7) 

3 讨论 同 。 由 于 细胞 建 系 工作 较 复杂 ， 本 研究 中 所 用 的 供 


本 研究 用 来 自 同 品种 不 同年 龄 (A03 与 A35) 
和 同 品 种 同年 龄 (B144 与 B192) 的 4 头 供 体 牛 的 
皮肤 成 纤维 细胞 进行 核 移植 ， 发 现 由 它们 构建 的 重 
组 胚 的 卵 裂 率 和 训 胚 率 相同 。 尽 管 4 头 牛 年 龄 相差 
较 小 ， 不 能 充分 证 明 供 体 年 龄 对 体 细 胞 核 移植 的 影 
响 ， 但 可 以 证 明 来 自 不 同 品 种 、 年 龄 相近 的 不 同 动 
物 的 皮肤 细胞 对 核 移 植 结果 无 影响 。 这 显然 与 
Dinnyés et al (2000) 在 绵羊 体 细胞 核 移植 研究 中 发 
现 的 不 同 供 体 动物 的 品种 可 能 影响 核 移 植 的 结果 不 


体 细 胞 均 为 未 建 系 的 皮肤 成 纤维 细胞 传代 培养 2 ~ 
10 代 的 细胞 ， 无 法 比较 来 自 同一 品种 不 同年 龄 、 不 
同 品种 不 同年 龄 的 不 同 细胞 系 对 核 移植 胚胎 卵 裂 和 
体外 发 育 的 影响 ， 有 关内 容 有 待 以 后 深入 研究 。 
采用 血清 饥饿 法 使 供 体 细 胞 停滞 于 细胞 的 Go/ 
G1 期 可 提高 核 移植 的 效率 (Wilmut et al，1997 ); 
不 同 的 血清 饥饿 时 间 对 核 移 植 胚胎 的 发 育 影响 不 
同 。 本 研究 表明 ， 完 全 汇合 的 供 体 细胞 在 低 浓 度 血 
清 (0.5%) 的 培养 液 中 培养 3 ~ 5 d 后 用 于 核 移 植 ， 
重组 胚 的 赛 胚 发 育 率 略 高 于 对 照 组 但 无 明显 差异 。 
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这 可 能 是 因为 完全 汇合 的 供 体 细胞 由 于 细胞 接触 抑 
制 的 作用 ， 即 使 未 经 血清 饥饿 处 理 ， 位 于 Go/G1 期 
的 细胞 仍 占 较 高 比例 ， 因 此 尽管 血清 饥饿 可 提高 
Go/G1 期 细胞 的 比例 ， 但 对 核 移 植 结果 不 产 生 显著 
影响 。Prather et al (1999) 也 曾 发 现 ， 体 外 培养 的 
猪 乳 腺 上 皮 细 胞 在 血清 饥 馈 5 d 后 Go/G1 期 细胞 的 
比例 显著 提高 (85.8%)， 但 当 细 胞 生长 到 完全 汇 
合 时 ，Go/G1 期 细胞 的 比例 达到 85.6%， 与 血清 饥 
饿 5d 的 无 差异 。 因 此 ， 对 于 生长 到 完全 汇合 的 细 
胞 ， 短 时 间 的 血清 饥饿 只 能 略微 提高 核 移植 胚胎 的 
久 裂 率 和 训 胚 率 。 

另外 ， 本 研究 发 现 供 体 细胞 在 血清 饥饿 10 ~ 13 
d 后 用 于 核 移 植 ， 与 血清 饥饿 3~Sd 相 比 ， 不 但 未 
提高 核 移 植 胚胎 的 发 育 率 ， 反 而 使 塞 胚 率 显 著 下 降 
(8.5% 比 12.7% )。 表 明 长 时 间 的 血清 饥 铁 将 对 供 
体 细 胞 产生 不 利 影响 ， 这 与 Beyhan et al (2002) 的 
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